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RESUMEN
     Actualmente se diagnostican en España más de
25.000 nuevos casos de cáncer de colon al año, llegando a
ser el cáncer más frecuente en nuestro país y la segunda
causa de muerte por cáncer en la Unión Europea. No obs-
tante, las posibilidades de curación, cuando el cáncer se
diagnostica a tiempo y el tumor es aún pequeño, son muy
altas. Por ello, es muy importante el diagnóstico precoz y,
sobre todo, la prevención de esta enfermedad, en la cual
la alimentación juega un papel decisivo. En este sentido,
se ha observado una menor incidencia en poblaciones que
consumen preferentemente una dieta de “estilo medite-
rráneo”, existiendo un número creciente de estudios rela-
tivos al efecto positivo de distintos componentes de la
dieta frente a esta enfermedad. La presente revisión
bibliográfica se centra en trabajos que han evaluado los
efectos de dichos compuestos de la dieta sobre el cáncer
de colon, empleando principalmente (pero no exclusiva-
mente) modelos celulares humanos, y siguiendo un enfo-
que Foodómico, concretamente utilizando herramientas
Transcriptómicas y Metabolómicas.
1. INTRODUCCIÓN
1.1. Cáncer de colon y factores dietéticos
     El cáncer de colon es una de las causas más importan-
tes de muerte en la sociedad. El desarrollo de la enferme-
dad pasa por múltiples etapas que a menudo se traducen
en periodos de tiempo prolongados. Por ello, la mejora en
la dieta diaria y otros aspectos nutricionales destacan en
la prevención primaria de esta patología. Así, se estima
que hasta el 80% de los casos diagnosticados de cáncer de
colon podrían deberse a una dieta incorrecta, como puede
ser el consumo excesivo de alcohol y dietas ricas en calo-
rías, lípidos, carnes rojas e hidrocarburos aromáticos
policíclicos (Reddy y col., 2003; Ahmed, 2004).
     La “Dieta Mediterránea” ha ganado popularidad en
los últimos años debido al elevado número de estudios
epidemiológicos que han demostrado una menor inciden-
cia de enfermedades crónicas, incluido el cáncer de
colon, en poblaciones que consumen preferentemente
este tipo de dieta, caracterizada por el consumo de una
elevada cantidad de frutas, verduras, fibra, aceite de oliva
virgen, etc. Por otro lado, durante las últimas décadas se
han estudiado varios grupos de ingredientes alimentarios
como potenciales quimiopreventivos y existe un número
creciente de estudios relativos al efecto positivo de com-
ponentes de la dieta en el desarrollo de cáncer de colon o
colorrectal (CRC), como los polifenoles (Rudolf y col.,
2007; Sant y col., 2007; Araujo y col., 2011; Bobe y col.,
2012), las isoflavonas (Bennink, 2001), los fitoesteroles
(Rao y Janezic, 1992), los ácidos grasos (Williams y col.,
2010; Cai y col., 2012; Gerber, 2012; Key y col., 2012;
Wu y col., 2012), la fibra (Hansen y col., 2012), las prote-
ínas (Williams y col., 2010), los carbohidratos (Aune y
col., 2012), los carotenoides (Wang y col., 2012), las vita-
minas (Gorham y col., 2005; Key y col., 2012; Tavani y
col., 2012) y los minerales (Chen y col., 2012; Key y col.,
2012; Wang y col., 2012; Wark y col., 2012), entre otros.
1.2. Alimentos, salud y tecnologías “-ómicas”
     Dada la complejidad en la composición de la dieta, es
difícil establecer una relación inmediata entre un ingre-
diente o ingredientes de la misma y su posible actividad
anti-cancerígena, anti-inflamatoria, anti-microbiana, etc.
Además, existen otros factores como los efectos sinérgi-
cos entre nutrientes, la variabilidad genética entre indivi-
duos, y otros factores ambientales que dificultan el poder
atribuir un efecto a un nutriente o compuesto bioactivo en
concreto. Entre los posibles efectos de los componentes
bioactivos de la dieta en las células del organismo a nivel
molecular, se han descrito modificaciones de la expresión
génica (transcriptoma), modificaciones en la organiza-
ción de la cromatina (epigenoma), cambios en la expre-
sión de proteínas incluyendo modificaciones post-traduc-
cionales (proteoma), así como cambios en el metabolis-
mo (metaboloma). Esta variedad de efectos dificulta aún
más el estudio de la actividad biológica de los compues-
tos bioactivos de la dieta.
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     En los últimos años, se ha producido un notable avan-
ce en la investigación en el área de las ciencias de la ali-
mentación, propiciado por la aplicación de tecnologías
avanzadas procedentes de otras disciplinas como la far-
macología, la medicina, la biotecnología y la bioinformá-
tica. La aplicación de estas técnicas avanzadas, ha dado
lugar a una nueva disciplina que nuestro grupo ha defini-
do como Foodómica (Cifuentes, 2009; Herrero y col.,
2010; Herrero y col., 2011; García-Cañas y col., 2012).
Esta nueva disciplina aborda la investigación en Ciencia
y Tecnología de Alimentos y Nutrición mediante el estu-
dio de los distintos niveles de expresión molecular (trans-
critos, proteínas, metabolitos) directamente en el alimen-
to o en muestras biológicas relacionadas con su actividad,
empleando para ello herramientas “ómicas”, tales como
Transcriptómica, Proteómica y Metabolómica. El objeti-
vo último de la Foodómica es mejorar la salud y bienestar
de los consumidores a través de su dieta, elevando la cali-
dad y seguridad de los alimentos y proporcionando una
base científica sólida a las alegaciones de salud de nuevos
alimentos o ingredientes funcionales. El empleo del enfo-
que foodómico al estudio del efecto de los componentes
de la dieta en el tratamiento y prevención de enfermeda-
des crónicas, debe permitir por tanto obtener información
detallada acerca de los cambios que se producen en los
diversos niveles de organización molecular (transcripto-
ma, epigenoma, proteoma y metaboloma) en las células,
tejidos y órganos en respuesta a los nutrientes u otros
componentes bioactivos de la dieta, mejorando nuestro
conocimiento sobre los efectos de la misma.
2. TÉCNICAS TRANSCRIPTÓMICAS
     El transcriptoma es el conjunto de RNAs transcritos
que hay en una célula o tejido en una etapa específica del
desarrollo o condición fisiológica. La Transcriptómica
emplea técnicas que permiten la detección en paralelo de
un número elevado de secuencias con el objeto de estu-
diar el transcriptoma (Wang y col., 2009). Esta disciplina
se ha aplicado al estudio de los efectos no deseados en
organismos modificados genéticamente (Cellini y col.,
2004), al estudio de la genética del Alzheimer (Serretti y
col., 2007) o a estudios nutrigenómicos (García-Cañas y
col., 2010). Además, esta disciplina se ha empleado en el
estudio del efecto de distintos compuestos bioactivos de
la dieta en diferentes modelos biológicos y puede consi-
derarse como un primer paso en la investigación de la
actividad biológica de estos compuestos a nivel molecu-
lar (Johnson, 2011; Valdés y col., 2012a). Para el estudio
de los transcritos pueden utilizarse técnicas clásicas
como Northern blot y retrotranscripción inversa unida a
la reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real
(RT-qPCR) que permiten determinar la expresión de
transcritos individuales. Otras técnicas más novedosas
pero caras son el análisis seriado de la expresión génica
(SAGE) (Velculescu y col., 1995) o la determinación
masiva de secuencias en paralelo (MPSS) (Brenner y
col., 2000), que permiten la secuenciación del transcrip-
toma completo. En los últimos años se ha producido un
notable avance en las técnicas de análisis de alto rendi-
miento, como el microarray de expresión génica y la
secuenciación masiva del RNA (RNA-Seq). Estas técni-
cas permiten analizar un elevado número de RNAs trans-
critos en muestras biológicas de manera rápida y eficaz
(Morozova y Marra, 2008).
2.1. Microarrays de expresión génica
     Esta técnica está basada en la hibridación específica
de ácidos nucleicos y puede utilizarse para medir las can-
tidades relativas de miles de genes entre dos o más mues-
tras. Existen dos tipos de microarrays de expresión génica
en función de su diseño, los microarrays en sustratos pla-
nos (“chips de DNA”) y los microarrays en sustratos esfé-
ricos (“de partículas”) (Ramakrishnan y col., 2005;
Trachtenberg y col., 2012). Los “chips de DNA” se carac-
terizan por tener secuencias de DNA inmovilizadas en un
sustrato sólido en localizaciones conocidas. En los micro-
arrays de partículas, las secuencias son inmovilizadas en
esferas y distribuidas aleatoriamente, pero cada esfera
porta un código para su posterior identificación. Ya sea
por el conocimiento de las localizaciones en el caso de los
“chips de DNA” o por los identificadores que contienen
las esferas, es posible reconocer específicamente las
secuencias que constituyen el transcriptoma.
     En cuanto al tipo de molécula inmovilizada, los chips
de DNA se dividen en microarrays de oligonucleótidos y
de DNA complementario (cDNA) (Nambiar y col., 2005;
Stafford, 2009).
     En el caso de los microarrays de oligonucleótidos
(Lipshutz y col., 1999), las plataformas de Affymetrix
(http://www.affymetrix.com/estore/) y Agilent
(http://www.home.agilent.com/), son las más extendidas
y presentan diferencias significativas en función del sis-
tema de fabricación “in situ” que emplea cada una. Por un
lado, los microarrays fabricados por Agilent contienen
secuencias de 60 nucleótidos sintetizados in situ median-
te la tecnología de SurePrint (o “ink-jet”) (Hughes y col.,
2001). Esta tecnología se basa en la microinyección
secuencial de las distintas bases nucleotídicas, de un
modo similar al que lo hacen las impresoras de tinta.
Estas secuencias son muy específicas, y con esta tecnolo-
gía, Agilent ha conseguido introducir más de 250.000
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sondas en cada chip. Por otro lado, los microarrays de
expresión de Affymetrix contienen secuencias de 25
nucleótidos sintetizados in situ mediante fotolitografía
(Barczak y col., 2003). Esta tecnología se basa en la sínte-
sis química mediada por luz y el empleo de máscaras,
similar a la tecnología utilizada para la fabricación de cir-
cuitos integrados. El uso de la fotolitografía ha permitido
sintetizar gran cantidad de sondas (> 750.000) sin necesi-
dad de aumentar el tamaño del chip. Para la detección de
cada RNA transcrito se utilizan al menos 10 secuencias
de 25 nucleótidos, lo que permite solventar el problema
de especificidad del uso de secuencias tan cortas.
Además, esta estrategia permite detectar variaciones en la
secuencia de los RNA transcritos, ya sea por un procesa-
do alternativo del RNA o por la presencia de polimorfis-
mos de nucleótidos simples (SNPs) (Stafford, 2009).
     En el caso de los microarrays de cDNA, las secuen-
cias empleadas tienen de 500 a 5000 nucleótidos, se sin-
tetizan previamente y se depositan en el sustrato sólido
mediante impresión mecánica robotizada (Duggan y col.,
1999). El uso de secuencias tan largas puede dar lugar a
problemas como la hibridación cruzada y la renaturaliza-
ción parcial del RNA transcrito (Okoniewski y Miller,
2006). La hibridación cruzada se produce cuando un
RNA transcrito es reconocido por distintas secuencias del
microarray o una secuencia del microarray reconoce
varios RNAs transcritos. La renaturalización parcial del
RNA transcrito dificulta la hibridación con las secuencias
del microarray, por lo que disminuye la eficiencia de
hibridación (Nambiar y col., 2005).
     La plataforma de microarrays de partículas (Illumina,
http://www.illumina.com) consiste en esferas de sílice
recubiertas con más de 100.000 secuencias de 50 nucleó-
tidos sintetizadas previamente, capaces de detectar hasta
44.000 secuencias diferentes. Estas esferas son distribui-
das aleatoriamente sobre sustratos sólidos, donde se
depositan posteriormente las muestras para la hibrida-
ción. Esta estrategia permite obtener una mayor densidad
de secuencias que la obtenida con la síntesis in situ o la
impresión mecánica de secuencias sintetizadas previa-
mente (Gunderson y col., 2004).
     Generalmente, el tratamiento de la muestra consiste
en la extracción del RNA de las células o tejidos y su mar-
caje con distintos reactivos. Estas muestras son incubadas
sobre el microarray en condiciones controladas con el fin
de obtener la hibridación específica de las secuencias que
constituyen el transcriptoma. A continuación, y tras una
etapa de lavado, se lleva a cabo la detección de las señales
de hibridación mediante un sistema de escáner de elevada
resolución y sensibilidad. La señal recogida será transfor-
mada posteriormente en un valor numérico (Nambiar y
col., 2005; Storhoff y col., 2005). Normalmente, las
moléculas se marcan con biotina y posteriormente con
distintos fluoróforos (Cy3 y Cy5), aunque también se
pueden emplear reactivos quimioluminiscentes o radiac-
tivos. El procedimiento de marcaje varía en función del
esquema de detección que se vaya a utilizar, dos canales o
un canal (ver Figura 1). En el caso de usar el sistema de
dos canales (Figura 1A), cada muestra se marca con un
fluoróforo y se analiza la competición de hibridación que
hay utilizando un microarray. El uso de dos canales puede
provocar desviaciones en las eficiencias de detección, por
lo que se puede utilizar un segundo microarray con las
muestras marcadas inversamente para compensarlo
(Dombkowski y col., 2004). En el caso de la detección
por un canal (Figura 1B), todas las muestras son marca-
das con el mismo compuesto lo que reduce las diferencias
en la eficiencia de detección (Churchill, 2002). Es nece-
sario utilizar el mismo número de microarrays que de
muestras (al menos dos) para poder determinar la canti-
dad relativa del RNA transcrito (Storhoff y col., 2005;
Stafford, 2009; Trachtenberg y col., 2012).
     Antes de llevar a cabo la cuantificación relativa de los
niveles de expresión del RNA transcrito en las distintas
condiciones experimentales, es necesario normalizar los
datos con el objetivo de eliminar las variaciones entre la
cantidad del RNA inicial, la eficiencia de marcaje y la
detección de la fluorescencia (Niculescu y col., 2007).
Este paso varía en función de la plataforma y la estrategia
de marcaje utilizada. Así, para poder evaluar las
técnicas aplicadas y los datos obtenidos, la organización
Microarray Gene Expression Data (MGED)
(http://www.mged.org/) ha establecido la guía
de mínima información sobre experimentos de microa-
rray (MIAME) para la publicación de los datos
de microarray. También se han creado varias
bases de datos públicas, como ArrayExpress
(http://www.ebi.ac.uk/arraexpress/) o Gene Expression
Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) donde se
pueden cargar y almacenar todos los datos transcriptómi-
cos experimentales que se obtienen con esta tecnología.
     Tras la normalización, los datos son analizados esta-
dísticamente con el objetivo de identificar aquellos genes
diferencialmente expresados entre las distintas condicio-
nes estudiadas (Burton y McGehee, 2004). Las listas de
genes cuya expresión se ha visto alterada pueden filtrarse
según la significación estadística y también según la tasa
de cambio (o cantidad relativa de una secuencia en una
condición experimental determinada con respecto a una
muestra control o de referencia).
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2.2. RNA-seq
     Aunque la técnica del microarray de expresión está
muy extendida, presenta algunas limitaciones como la
necesidad de conocer previamente el transcriptoma en
estudio, la posible hibridación cruzada (explicada previa-
mente) o el intervalo dinámico limitado (Wang y col.,
2009). Recientemente, estas debilidades se han intentado
solventar con el desarrollo de nuevas técnicas basadas en
la secuenciación masiva, denominadas técnicas de RNA-
seq. A diferencia de las técnicas de microarray, las técni-
cas de RNA-seq permiten obtener la secuencia completa
del cualquier transcriptoma sin conocerlo a priori y tienen
un intervalo dinámico mayor (Wilhelm y Landry, 2009).
     Las técnicas de RNA-seq aparecieron comercialmen-
te en el año 2005, y actualmente las plataformas 454 GS
FLX de Roche, Genome Analyzer II de Illumina y AB
SOLiD de Applied Biosystems son las más extendidas.
No obstante, se han desarrollado otras plataformas como
HeliScope, SMRT o Ion Torrent. Aunque cada plataforma
presenta características técnicas diferenciadoras (enzi-
mas, hardware, software), todas ellas tienen la caracterís-
tica común de utilizar sistemas miniaturizados que posi-
bilitan el uso de pequeñas cantidades de RNA y de reacti-
vos (lo que permite abaratar costes) (Wang y col., 2009).
     El RNA extraído de las células o tejidos requiere una
preparación antes de su análisis. En primer lugar, se eli-
mina el RNA ribosómico (rRNA), ya que ocupa el 90%
del RNA total y sólo se quiere secuenciar el RNA mensa-
jero (mRNA). Una vez aislado o enriquecido, el mRNA
se hace hibridar con distintas sondas en función de la pla-
taforma (oligo dT o hexámeros aleatorios), para su retro-
transcripción a DNA complementario (cDNA) (Wilhelm
y Landry, 2009). Una vez sintetizado el cDNA, cada pla-
taforma sigue distintos tratamientos antes de su secuen-
ciación. Por un lado, el cDNA puede inmovilizarse direc-
tamente sobre un sustrato plano como en las plataformas
HeliScope o SMRT. En las plataformas 454 GS FLX, AB
SOLiD e Ion Torrent (Figura 2), el cDNA se inmoviliza
sobre un sustrato esférico, y es amplificado mediante
Figura 1. Esquema de detección de fluorescencia en los microarrays de expresión génica. A, utilizando dos canales de
detección. B, utilizando un canal de detección.
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PCR en emulsión. En la plataforma Genome Analyzer II,
el cDNA requiere la unión de varios adaptadores para su
posterior inmovilización a un sustrato plano y su amplifi-
cación (Mardis, 2008; Metzker, 2010; Egan y col., 2012).
     Para llevar a cabo la secuenciación, es necesario el
uso de sistemas de microfluídica para controlar los volú-
menes y reactivos necesarios, y escáneres muy sensibles
para la detección de las señales generadas durante la
secuenciación. Así, cada plataforma ha desarrollado su
propio sistema.
     La plataforma Genome Analyzer II (Figura 2A) aplica
mezclas de los cuatro nucleótidos marcados con distintos
fluoróforos y modificados con 3’-O-azidometil, en varios
ciclos. Esta modificación bloquea la incorporación de
más de un nucleótido por la DNA polimerasa en cada
ciclo. Tras cada ciclo, los fluoróforos y los terminadores
se eliminan mediante un lavado, y así pueden incorporar-
se el resto de los nucleótidos hasta completar la secuen-
cia. La señal de fluorescencia es recogida por el escáner
ciclo a ciclo y, finalmente, se procesa. Mediante esta téc-
nica se obtienen secuencias de 25-35 nucleótidos.
     La plataforma Ion Torrent (Figura 2B) es la única que
no utiliza la fluorescencia como método de detección. La
secuenciación se lleva a cabo midiendo el cambio de pH
tras la liberación de H+ durante la incorporación de nucle-
ótidos con un array de microsensores semiconductores.
Los nucleótidos se añaden en distintos ciclos, pudiéndose
secuenciar fragmentos de hasta 250 nucleótidos.
     La plataforma 454 GS FLX (Figura 2C) utiliza la
pirosecuenciación, que consiste en depositar cada micro-
esfera con el cDNA amplificado en una placa
PicoTiterPlate. En este sistema, la secuenciación se efec-
túa mediante una serie de reacciones enzimáticas con las
enzimas DNA polimerasa, ATP sulforilasa, luciferasa y
apirasa, y los sustratos luciferina y adenosin 5’-fosfosul-
fato (ASP). La microfluídica permite hacer ciclos en los
que se van adicionando a la placa de forma secuencial los
reactivos necesarios junto con los distintos nucleótidos.
Cuando la DNA polimerasa incorpora un nuevo nucleóti-
do, el pirofosfato liberado es convertido a adenosin trifos-
fato (ATP) en presencia de ASP. En presencia de ATP, la
luciferasa es capaz de transformar la luciferina en oxilu-
ciferina, y la fluorescencia generada es recogida por el
escáner y procesada para reconstruir la secuencia del
fragmento. Mediante este método se han conseguido
secuenciar fragmentos de hasta 800 nucleótidos.
     La plataforma SOLiD (Figura 2D) se basa en la
secuenciación mediante ligación. Para ello se utilizan
pequeñas sondas marcadas con fluoróforos, que se van
ligando sobre el fragmento que se quiere secuenciar (el
fragmento se une a microesferas con un adaptador de
ligación universal). Cada sonda contiene un fluoróforo en
el extremo 3’ que viene definido por los dos primeros
nucleótidos del extremo 5’. En cada reacción de ligación
se adquiere la señal de fluorescencia, a continuación se
elimina el fluoróforo y se vuelve a ligar una nueva sonda.
Una vez que se han ligado todas las sondas sobre la
secuencia, se eliminan mediante un lavado y se repite
todo el proceso utilizando otro adaptador universal des-
plazado una posición hacia el extremo 5’. Cada ciclo se
repite varias veces, y las señales son alineadas mediante
herramientas bioinformáticas avanzadas para reconstruir
la secuencia (25-35 nucleótidos).
     En función de la plataforma utilizada, los fragmentos
secuenciados pueden variar desde 25 hasta 800 nucleóti-
dos. Una vez conocidas las secuencias de estos fragmen-
tos, éstas son alineadas sobre el transcriptoma a estudiar
(si ya ha sido secuenciado), o ensambladas de novo para
generar un mapa donde esté representada la estructura
transcripcional y/o los niveles de expresión de cada trans-
crito (Metzker, 2010; Egan y col., 2012).
     La principal limitación de esta tecnología es el alto
coste de los equipos y reactivos, el sesgo introducido
durante la amplificación y la dificultad de secuenciar
algunas regiones del genoma (Maitra y col., 2012;
Thomson y Oliver, 2012). Además, los datos generados
son de difícil almacenamiento y requieren personal alta-
mente especializado, así como herramientas bioinformá-
ticas avanzadas para la alineación de las secuencias y la
identificación del RNA transcrito alterado (Wang y col.,
2009, García-Cañas y col., 2010, Metzker, 2010).
2.3. Aplicación de la Transcriptómica en el estudio del
efecto de los compuestos de la dieta en células
humanas de cáncer de colon
     El microarray de expresión génica es la técnica de alto
rendimiento más empleada para llevar a cabo los análisis
transcriptómicos del cáncer colorectal (Bertucci y col.,
2004; Cardoso y col., 2007; Nambiar y col., 2010), aun-
que en los últimos años han ido apareciendo también
estudios que utilizan las técnicas de RNA-seq (Mardis y
Wilson, 2009; Hawkins y col., 2010). El microarray de
expresión génica también se ha extendido a estudios de
cultivos celulares de cáncer de colon tratados con com-
puestos bioactivos de la dieta (ver Tabla 1), pero no hay
ningún trabajo que haya aplicado las técnicas de RNA-
seq con este objetivo.
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     La Tabla 1 muestra la gran variedad de compuestos
bioactivos investigados, siendo la mayoría de ellos de
naturaleza polifenólica. Esto es debido al alto número de
estudios que demuestran que estos compuestos pueden
tener efectos anti-cancerígenos y anti-inflamatorios en
distintos tipos de cáncer (Visanji y col., 2006; Johnson,
2011; Valdés y col., 2012a). En unos casos se utilizó el
alimento que contiene los polifenoles diluyéndolo (café
instantáneo) (Oleaga y col., 2012), digiriéndolo previa-
mente (zumo de aronia) (Bermúdez-Soto y col., 2007) o
haciendo un extracto de él (cacao, manzana o romero)
(Noé y col., 2004; Veeriah y col., 2006; Veeriah y col.,
2008; Valdés y col., 2012b; Ibáñez y col., 2012a). En
otros casos se utilizó el polifenol sintetizado artificial-
mente: 3-galato de epigalocatequina (McLoughlin y col.,
2004), ácido caféico (Oleaga y col., 2012), ácido elágico
(González-Sarrías y col., 2009), cinamaldehído (King y
col., 2007), curcumina (Mariadason y col., 2000; Van Erk
y col., 2004), epicatequina (Noé y col., 2004), quercetina
(Van Erk y col., 2005; Murtaza y col., 2006); o vainillina
(King y col., 2007). También se han ensayado ácidos gra-
sos, tanto de cadena larga como el ácido docosahexaenoi-
co (Narayanan y col., 2003) y el ácido linoleico conjuga-
do (Lee y col., 2006), como de cadena corta (ácidos acéti-
co, propiónico y butírico) (Pool-Zobel y col., 2005;
Alvaro y col., 2008; Putaala y col., 2011). También se ha
estudiado el efecto de vitaminas liposolubles (vitamina E,
Lunec y col., 2004) e hidrosolubles (ácido fólico o vita-
mina B9, Pellis y col., 2008).
     Las líneas celulares HT-29 y Caco-2 han sido las más
utilizadas para estos estudios. Como puede verse, los
microarrays personalizados se han sustituido en los últi-
mos años por microarrays comerciales que cubren gran
parte del genoma humano, siendo los microarrays de oli-
gonucleótidos distribuidos por Affymetrix los más utili-
zados. Puede apreciarse la evolución que ha habido en
este campo, ya que se ha pasado de detectar cientos de
genes a detectarse la mayor parte del genoma.
Aproximadamente el 75% de los estudios utilizan la fluo-
rescencia como método de detección, mientras que la qui-
mioluminiscencia acapara un 20% y la detección con
sondas marcadas radiactivamente solamente el 5%. La
mayoría de los estudios con microarrays de expresión
(70%) utilizan la técnica de RT-qPCR para la validación
de los datos de expresión (Gaj y col., 2008). Esta técnica
permite la cuantificación de un número limitado de
genes, pero proporciona mayor sensibilidad.
     A partir del año 2007 se empezaron a usar herramien-
tas bioinformáticas de enriquecimiento funcional como
Babelomics (Al-Shahrour y col., 2005), FatiGO (Al-
Shahrour y col., 2007), GeneCards (Rebhan y col., 1997),
GenMAPP (Dahlquist y col., 2002), Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA, Subramanian y col., 2005),
GeneSpring (Chu y col., 2001), Ingenuity® Pathway
Analysis (IPA, Ingenuity Systems, USA) o PANTHER
(Thomas y col., 2003). Estas herramientas permiten ana-
lizar los datos transcriptómicos obtenidos mediante el
empleo de bases de datos públicas y el análisis estadístico
con el objetivo de identificar aquellas rutas de transduc-
ción de señales y rutas metabólicas posiblemente altera-
das en las condiciones experimentales estudiadas.
3. TÉCNICAS METABOLÓMICAS
     La Metabolómica se encarga del estudio sistemático
del conjunto del metaboloma. El metaboloma representa
el conjunto de metabolitos de un determinado sistema
biológico. Los metabolitos son las moléculas de bajo
peso molecular que se producen a partir de los procesos
químicos o enzimáticos, como resultado del metabolismo
celular. Al igual que el proteoma y el transcriptoma, el
metaboloma es dinámico, es decir, varía en función de las
condiciones ambientales, de la actividad celular, la ali-
mentación, etc. La Metabolómica presenta la posibilidad
de detectar cambios mínimos en las rutas metabólicas y la
alteración de la homeostasis incluso antes de que sea
posible detectar ningún cambio a nivel fenotípico
(Nambiar y col., 2010). Dado el potencial de esta tecnolo-
gía, el número de investigaciones metabolómicas ha
aumentado exponencialmente como se puede observar en
la Figura 3.
     El análisis de los metabolitos de una determinada
muestra biológica (fluidos, células, tejidos, etc) se puede
enfocar principalmente de cuatro modos distintos: (1)
Análisis “diana”, donde se analiza uno o un grupo muy
reducido de compuestos preseleccionados en el diseño
del estudio; (2) Análisis de un “perfil metabólico”
(“metabolic profiling”), donde se analiza un grupo de
compuestos con propiedades físico-químicas similares o
que participan en una determinada ruta metabólica; (3)
Obtención de la denominada “huella dactilar metabólica”
(“metabolic fingerprinting”), que consiste en la obten-
ción global de las señales correspondientes a los metabo-
litos presentes en la muestra. A través de un análisis con-
junto y multivariante de estas señales se establecerán
relaciones de diferencia y/o similitud entre los individuos
que se están analizando (Fiehn, 2002); y por último (4) el
análisis “metabonómico”, que trata de medir la respuesta
metabólica dinámica de sistemas biológicos vivos ante
estímulos fisiológicos o modificaciones genéticas
(Nicholson y col., 1999).
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     La principal dificultad del análisis de los metabolitos
radica en su naturaleza heterogénea (iones inorgánicos
pequeños, aminoácidos, flavonoides, ácidos nucleicos,
lípidos, etc) y su muy distinta concentración en los siste-
mas biológicos, que puede abarcar varios órdenes de
magnitud. Las etapas de tratamiento de la muestra, elec-
ción de la técnica analítica y del método de detección
son, por tanto, críticas en el análisis de este tipo de molé-
culas. Por todo ello, no existe una técnica analítica o pla-
taforma aislada que sea capaz de detectar, cuantificar e
identificar todos los metabolitos de una cierta muestra
biológica. Actualmente, las técnicas más utilizadas para
estudios metabolómicos son la resonancia magnética
nuclear (NMR) y la espectrometría de masas (MS). La
NMR es una técnica no destructiva que permite el análi-
sis de muestras muy complejas con un mínimo (o nin-
gún) pre-tratamiento previo. Aunque la sensibilidad de
esta técnica es menor que en el caso de la MS, se obtiene
información estructural detallada de las estructuras
moleculares. Por otro lado, los espectrómetros de masas
de última generación se caracterizan por presentar una
gran sensibilidad, resolución y precisión, pudiendo iden-
tificar y cuantificar compuestos en muy bajas concentra-
ciones procedentes de muestras biológicas complejas en
un solo experimento. El uso de analizadores de masas de
alta y ultra-alta resolución (TOF, FTMS, Orbitrap®, etc)
es necesario en Metabolómica para poder realizar una
posterior identificación tentativa de los metabolitos a
través de bases de datos. Los resultados obtenidos
mediante NMR y MS aportan una información comple-
mentaria, necesaria a la hora de llevar a cabo un análisis
del metaboloma lo más completo posible. Estas técnicas
pueden usarse de forma aislada o en combinación con
técnicas previas de separación (principalmente, LC-
NMR, GC-MS, LC-MS y CE-MS).
     El objetivo general de cualquier estudio metabolómi-
co aplicado a muestras procedentes de cultivos celulares,
tejidos o fluidos biológicos, es el de obtener una visión
detallada de los mecanismos moleculares asociados a
rutas metabólicas (Llorach y col., 2012). Aunque existe
un claro dominio de los estudios a nivel genómico, los
cambios metabólicos generados por la interacción gen-
nutriente y cómo estos cambios pueden promover la
salud de los seres humanos son de gran importancia. La
Metabolómica se considera una herramienta novedosa
que ha demostrado una gran utilidad en la evaluación de
intervenciones dietéticas (Jones y col., 2012; Llorach y
col., 2012). Asimismo, se presenta como una herramien-
ta con gran potencial en el conocimiento, la prevención,
tratamiento y monitorización terapéutica de múltiples
trastornos fisiopatológicos como es el cáncer, ya que la
transformación que sufren las células sanas al transfor-
marse en cancerígenas conlleva cambios significativos
en los niveles de ciertos metabolitos. Hasta la fecha, la
investigación del cáncer se ha centrado fundamental-
mente en la caracterización de las alteraciones genéticas
y proteicas, existiendo una notable carencia de estudios a
nivel metabolómico. Este hecho se debe a la falta de des-
arrollo de herramientas eficientes que puedan evaluar los
resultados de manera eficaz, rápida y satisfactoria, al ser
la metabolómica la técnica ómica de aparición más tar-
día. Sin embargo, algunos investigadores han puesto de
manifiesto en diversas revisiones bibliográficas, el
potencial de la Metabolómica como herramienta en el
avance de la investigación del cáncer (Hartmann y col.,
2006; Kim y col., 2008; Feng y col., 2009;
Markuszewski y col., 2010; Nambiar y col., 2010; Wang
y col., 2010; Davis y col., 2011; Nagrath y col., 2011; Ng
y col., 2011; Bu y col., 2012; O’Connell, 2012). La pre-
sente revisión se centrará en las aplicaciones metaboló-
micas dirigidas a la investigación del cáncer de colon
empleando principalmente (pero no exclusivamente)
modelos celulares humanos.
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Figura 3. Representación gráfica del número de artículos
relacionados con la Metabolómica publicados anualmen-
te en el periodo 2000-2011. Búsqueda realizada a través
de la base de datos ISI Web of Knowledge con la palabra
clave “Metabolomics”.
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3.1. La Metabolómica: Una herramienta emergente
en estudios de cáncer de colon
     En la Tabla 2 se presentan los estudios metabolómicos
relacionados con la investigación en cáncer de colon rea-
lizados hasta la fecha (Diciembre 2012, según la base de
datos ISI Web of Knowledge). En esta tabla se puede
observar un uso predominante de la espectrometría de
masas acoplada a técnicas de separación, principalmente
GC, CE y UPLC, y un uso algo menor de la NMR.
Además, se puede observar un número muy elevado de
investigadores que se inclinan por el uso de más de una
técnica analítica, beneficiándose de la complementarie-
dad entre las mismas, lo cual permite aumentar el número
de metabolitos analizados.
     Como se puede observar en la Tabla 2, GC-TOF MS
es la plataforma metabolómica más utilizada para estu-
dios en cáncer de colon. Mediante dicha técnica, Ma y
col. (2009a) pudieron identificar 34 metabolitos diferen-
tes en suero, observando en los pacientes con CRC un
acusado descenso en los niveles de L-valina, L-treonina,
1-desoxiglucosa, glicina y ribitol, mientras que el ácido
3-hidroxibutírico aumentaba. Mediante el empleo de la
misma plataforma analítica se diseñó un modelo predicti-
vo con el uso de las concentraciones de cuatro metaboli-
tos (ácido 2-hidroxibutírico, ácido aspártico, kinurenina y
cistamina) aplicando un software de procesamiento de
datos novedoso (AIoutput) creado en el mismo laborato-
rio (Nishiumi y col., 2012). En otro trabajo reciente
(Leichtle y col., 2012), se aplicó el estudio de perfiles de
aminoácidos en suero para la búsqueda de las diferencias
entre pacientes con cáncer de colon (CRC) y muestras de
individuos sanos. 26 metabolitos, principalmente amino-
ácidos, se encontraron alterados significativamente, des-
tacando el papel discriminante de la glicina y la tirosina,
que mejoraban la capacidad de diagnóstico del marcador
convencional (antígeno carcinoembrionario, CEA).
     Como ya se ha mencionado en la sección 1.1, los áci-
dos grasos han sido objeto de numerosos estudios de
intervención dietética como posibles protectores frente al
CRC y se han relacionado directamente con la progresión
de la enfermedad, por lo que su determinación y cuantifi-
cación es de gran relevancia. Así, Monleón y col. (2009)
examinaron muestras fecales procedentes de 21 pacientes
con CRC y 11 individuos sanos mediante NMR, detec-
tando una disminución en la cantidad de ácidos grasos de
cadena corta como el acetato y el butirato en pacientes
con CRC. En una investigación similar (Ludwig y col.,
2009) se contrastaron muestras serológicas de 38 pacien-
tes con CRC, 8 pacientes con adenoma y 19 individuos
sanos mediante NMR. Las muestras se pudieron discri-
minar entre sí, únicamente teniendo en cuenta tres meta-
bolitos (acetato, acetoacetato y 3-hidroxibutirato). Por
otro lado, en un estudio llevado a cabo por Ritchie y col.
(2010) se reclutó a 222 pacientes con CRC y 220 indivi-
duos sanos para llevar a cabo un análisis de huella meta-
bólica mediante dos plataformas metabólicas comple-
mentarias (FTICR-MS y HPLC-Q/TOF MS). El efecto
más notable observado fue una reducción de los niveles
de ácidos grasos hidroxilados y poliinsaturados de cade-
na larga en pacientes con CRC. Más recientemente, se
determinaron las diferencias en el perfil global de los áci-
dos grasos en el suero de 42 pacientes con CRC y 8 indi-
viduos sanos mediante GC-TOF MS (Kondo y col.,
2011). Aplicando análisis estadístico multivariante,
observaron diferencias significativas en la concentración
de nueve ácidos grasos y una tendencia al incremento de
los ácidos grasos de cadena larga en los pacientes con
CRC.
     Un aspecto aún poco explorado es la capacidad de la
Metabolómica para determinar diferencias a nivel génico
y cromosómico. En un ejemplo de esta novedosa aplica-
ción (Tessem y col., 2010), se diferenció satisfactoria-
mente entre pacientes con CRC según presentaran la
existencia o no de inestabilidad en los microsatélites, nor-
malmente debida a un fallo en los mecanismos de repara-
ción fisiológicos celulares. Además en este mismo traba-
jo, se encontraron diferencias entre tejidos de pacientes
con adenoma, con CRC e individuos sanos. Las principa-
les diferencias observadas en pacientes con CRC fueron
un incremento en los niveles de lactato, glicina y taurina,
y un descenso muy acusado en mioinositol y glicerofos-
focolina.
     La Metabolómica también se ha utilizado en aplica-
ciones alternativas relacionadas con la predicción y pro-
greso de la enfermedad. En este sentido, Bertini y col.
(2012) analizaron el suero de 153 tumores de pacientes
con CRC metastático y de 139 controles sanos mediante
un análisis dirigido mediante NMR para estimar la pre-
dicción de la supervivencia en pacientes con CRC. En
otros estudios que se mencionan a continuación, se ha
evaluado la alteración en el metaboloma tras la resección
del tumor causante de la patología cancerosa. En esta
línea, Ma y col. (2009b) analizaron las diferencias en la
orina de 24 pacientes con CRC antes y después de la
interveción quirúrgica mediante UPLC-Q/TOF MS
observando un descenso en dos metabolitos que fue
imposible identificar mediante las bases de datos que se
disponen en la actualidad. Un año más tarde este mismo
grupo de investigación (Ma y col., 2010) tomó muestras,
esta vez de suero, a 30 pacientes con CRC antes y des-
pués de su intervención quirúrgica, y las analizaron
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Muestra 
 
Tipo de análisis Técnica analítica Procesamiento de datos Referencia 
Cultivos celulares SW1116 y SW480  
frente a cultivo de célula sana NCM460 Huella metabólica GC-TOF MS AMDIS 2.1 Zimmermann y col., 2007 
Tejido 
 de pacientes con CRC primario (n=27) y mucosas control (n=18) Huella metabólica GC-TOF MS 
ChromaTOF 2.32 
R Denkert y col., 2008 
Extractos acuosos fecales 
Pacientes con CRC (n=21) y sanos (n=11) Huella metabólica NMR 
TopSpin 1.5 
MATLAB 
LIBRA 
Monleón y col., 2009 
Tejido 
De pacientes con CRC (n=31). Tejido de tumor y control de mucosa Huella metabólica 
HR-MAS NMR 
GC-TOF MS 
MATLAB 
SIMCA-P 
Shimazu GCMSsolution 
2.5 
Chan y col., 2009 
Tejido  
Pacientes con CRC (n=16) y pacientes con cáncer de estómago (n=12) Huella metabólica 
CE-TOF MS 
HPLC-TOF MS 
MH 
R (XCMS) 
Multiexperiment Viewer 
Hirayama y col., 2009 
Suero  
Pacientes con CRC (n=38), pacientes con adenoma (n=8) y sanos (n=19) Análisis diana NMR 
NMRLab 
PLS Toolbox Ludwig y col., 2009 
Suero  
Pacientes con CRC (n=31) y sanos (n=8) Huella metabólica GC-TOF MS 
AMDIS 
MATLAB 7.0 Ma y col., 2009a 
Orina  
Pacientes con CRC (n=24) antes y después de la cirugía Huella metabólica UPLC-TOF MS 
 Micromass 
MarkerLynx 
Applications Manager 
version 4.0 
SIMCA-P 10.0 
SPSS 
Ma y col., 2009b 
Cultivo celular HT-29  
(Tratamiento con inhibidores de HDACa y no HDACa) Análisis diana 
Espectrofotometría 
GC-TOF MS (sin especificar) Alcarraz-Vizán y col., 2010 
Tejido  
de pacientes con CRC (n=12): muestra de tumor y de mucosa normal Huella metabólica NMR 
TopSpin 2.1 
Sparky 
R 
AMIX 
Chae y col., 2010 
Suero  
antes y después de cirugía de 30 pacientes con CRC Huella metabólica GC-TOF MS 
AMDIS 
MATLAB 7.0 Ma y col., 2010 
Orina 
Pacientes con CRC (n=60) y sanos (n=63) 
Orina de rata  
antes y después de cirugía de ratas enfermas tratadas con DMH (n=8) y 
controles sanos(n=8) 
Huella metabólica 
Análisis metabonómico de 
DHMb 
GC-TOF MS 
XCMS online 
MATLAB 7.0 
SIMCA-P 12.0 
Qiu y col., 2010 
Suero  
procedente de 3 centros. Pacientes con CRC (n=112), 110 controles (n=110). 
Grupo de validación: pacientes con CRC (n=110) y controles (n=110) 
Huella metabólica FTICR-MS HPLC-Q/TOF MS 
XMASS 
DISCOVA-metrics 
ABI QSTAR XL 
JMP 8.0.1 
SAS 9.2 
R 2.9.0 
JROCFIT 
Ritchie y col., 2010 
Tejido 
tumor y sano de 31 pacientes con MSIc(n=18) y MSSd(n=14) y sanos (n=31) Huella metabólica 
1H HR MAS NMR Matlab Tessem y col., 2010 
Suero  
Pacientes con CRC (n=42) y sanos (n=8) Perfil de ácidos grasos GC-TOF MS (sin especificar) Kondo y col., 2011 
Cultivo celular SW480 y SW620 Perfil del metabolismo energético NMR 
Chenomx NMR Suite 
4.6 
The Unscrambler9.7 
Maddula y Baumbach, 2011 
Cultivo celular HT-29 
(cuatro purificaciones de metabolitos distintas) Huella metabólica CE-TOF MS DataAnalysis 4.0 Simó y col., 2011 
Orina  
Sanos (n=444) y enfermos de CRC (n=116) Huella metabólica NMR 
Chenomx NMRSuite 
v7.0 
SIMCAP+ v12.0.1 
STATA/SE 10.1 
Wang y col., 2011 
Suero 
Pacientes con CRC metastásico (n=153) y sanos (n=139) Huella metabólica NMR (sin especificar) Bertini y col., 2012 
Orina 
Pacientes con CRC (n=61) y sanos (n=62) 
Grupo de validación: 40 pacientes con CRC y 41 sanos 
Huella metabólica GC-TOF MS UPLC-Q/TOF MS SIMCA-P+ 12.0 Cheng y col., 2012 
Cultivo celular HT-29 y SW480 
(tratamiento con extracto de aceite de oliva) 
Análisis diana de metabolitos 
fenólicos nanoLC-TOF MS DataAnalysis 4.0 Fernández-Arroyo y col., 2012 
Cultivo celular HT-29 
(tratamiento con extracto polifenólico) Huella metabólica 
CE-TOF MS 
UPLC-TOF MS 
R (XCMS) 
MH, MPP Ibañez y col., 2012a 
Cultivo celular HT-29 
(tratamiento con extracto polifenólico) Huella metabólica 
CE-TOF MS 
UPLC-TOF MS 
DataAnalysis 4.0 
R (XCMS) 
MH, MPP 
Ibañez, y col., 2012b 
Suero  
Pacientes con CRC (n=59) y controles (n=58) 
 
Perfil de aminoácidos FIAe-MS Analyst 1.4.2 R Leichtle y col., 2012 
Tejido  
Pacientes con CRC (n=31): muestras de tumor y de mucosa normal Huella metabólica GCxGC-TOF MS 
ChromaTOF 4.21 
SIMCA-P 
GraphPad Prism 
SPSS 
Mal y col., 2012 
Suero  
Pacientes con CRC(n= 60; 12 en cada una de las 4 fases de cáncer) y sanos 
(n=60). 
(Grupo de validación 59 pacientes con CRC y 63 voluntarios sanos) 
Perfil metabólico GC-TOF MS 
MetAlign 
AIoutput 
JMP9 
Nishiumi y col., 2012 
Tejido de ratones (n=131) con y sin mutación en gen APC 
Suero de ratones (n=126) con y sin mutación en gen APC 
Cultivos celulares SW480 (n=75) expresando parcial/totalmente el gen 
APC 
Huella metabólica GC-TOF MS MetAlign AIoutput Yoshie y col., 2012 
a HDAC= Histone deacetylase; b DHM= 1,2-dimethylhydrazine; c MSI Inestabilidad microsatellite;d MSS Estabilidad microsatellite; e FIA= flow injection analysis. 
Tabla 2. Artículos encontrados en la base de datos ISI Web of Knowledge en los que se estudia el cáncer de colon usando
estrategias metabolómicas.
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mediante GC-TOF MS. Como resultado observaron ocho
metabolitos (L-valina, 5-oxo-L-prolina, 1-desoxiglucosa,
L-tirosina, D-turanosa, D-maltosa, ácido hexadecanóico
y ácido araquidónico), de los 34 totales identificados, que
se encontraban alterados tras la cirugía.
     En algunos estudios se ha profundizado en la interpre-
tación biológica con el objetivo de explicar y comprender
cambios en las rutas metabólicas asociadas al CRC. Chan
y col. (2009) identificaron 31 marcadores metabólicos
relacionados con la hipoxia, glucolisis, marcadores de
inflamación, biosíntesis de nucleótidos y metabolismo de
lípidos y esteroides, cuando compararon tejidos de muco-
sa normal y tejidos de CRC primario, mediante dos plata-
formas analíticas (NMR y GC-TOF MS). En otro trabajo,
Qiu y col. (2010) observaron una modificación en el ciclo
de ácidos tricarboxílicos (TCA) y el metabolismo del
triptófano tras analizar la orina de 60 pacientes con CRC
y 63 individuos sanos, mediante GC-TOF MS. Más
recientemente, este mismo grupo de investigación en otro
trabajo (Cheng y col., 2012), profundizó en la alteración
de ciertas rutas metabólicas como la glucolisis, ciclo de
TCA, ciclo de la urea, el metabolismo de la pirimidina,
metabolismo del triptófano, y el metabolismo de las
poliaminas mediante la combinación de UPLC-Q/TOF
MS y GC-TOF MS. En una investigación similar,
Denkert y col. (2008) observaron 82 metabolitos altera-
dos muy significativamente (p<0.01) de los 206 totales
detectados, que relacionaron con bajos niveles de inter-
mediarios del ciclo TCA y lípidos, y con el aumento de
metabolitos involucrados en el ciclo de la urea, metabo-
lismo de purinas y pirimidinas y de algunos aminoácidos.
Por su parte, Hirayama y col. (2009) contrastaron entre
distintos tipos de cáncer para tratar de dilucidar qué tipo
de modificaciones metabólicas responden a dicha dife-
rencia. Tras examinar 16 muestras de tejido de pacientes
con CRC y 12 con cáncer de estómago, concluyeron que
todas las células de cáncer evolucionaron a una hiperacti-
vidad primaria de consumo de glucosa y acumulación de
aminoácidos mediante una adaptación metabólica, mien-
tras que conservaron una dependencia tejido-específica
en cuanto a la respiración aeróbica (extrapolación a partir
de los niveles de intermediarios en el ciclo TCA y los
niveles de nucleótidos).
     Siempre que sea posible en los estudios metabolómi-
cos, es muy conveniente el análisis de muestras pareadas,
es decir, que la muestra control y tumoral procedan del
mismo individuo de manera que, idealmente, las diferen-
cias metabólicas encontradas se deban a la alteración
debida a la enfermedad. Siguiendo esta idea, se llevó a
cabo un estudio sobre tejido sano y tumoral procedente en
ambos casos de 31 enfermos de CRC (Mal y col., 2012)
donde se analizaron las huellas metabólicas mediante
GC×GC-TOF MS. Tras el uso de múltiples herramientas
informáticas, se observaron alteraciones en la glucolisis,
el metabolismo de aminoácidos y nucleótidos, el ciclo de
TCA, la osmorregulación y la biosíntesis de ácidos bilia-
res, esteroides y eicosanoides. Otro caso de comparación
de muestras pareadas fue publicado por Chae y col.
(2010) donde analizaron el tejido sano y tumoral de 12
pacientes con CRC mediante NMR, encontrando un
incremento en los niveles de taurina, glutamato y lactato
mientras que la creatina, el malato y la glucosa descen-
dieron de manera muy acusada. 
3.2. La Metabolómica aplicada al estudio de cáncer de
colon en cultivos celulares
     Las muestras de sangre, orina y saliva son los fluidos
biológicos más comunes en el análisis del metaboloma.
Por otro lado, el extracto fecal ofrece la oportunidad de
estudiar el metabolismo de la flora intestinal pero no indi-
ca necesariamente los metabolitos que se absorben por el
organismo estudiado (Gibney y col., 2005). Además, el
uso de otros biofluidos, como el líquido cefalorraquídeo,
o de tejidos se caracteriza por ser invasivo y se prefiere
evitar en la medida de lo posible. Sin embargo, el uso de
cultivos celulares ofrece la posibilidad de investigar los
efectos de nuevos fármacos, xenobióticos o ingredientes
alimentarios sobre material biológico humano de forma
más económica, y todo ello evitando importantes fuentes
de error fruto de la heterogeneidad de las respuestas del
organismo, hábitos (tabaco, ejercicio físico, etc), las
interferencias ambientales y/o la alimentación de los indi-
viduos en estudio. Dicha heterogeneidad inter- e intra-
individual afecta de modo dramático al metaboloma,
puesto que los compuestos investigados responden a
mínimas variaciones al ser intermediarios o productos
producidos de forma dinámica en el metabolismo celular
pudiendo sucederse reacciones en cadena y efectos ines-
perados. Por todo ello, los cultivos celulares constituyen
un modelo de estudio muy adecuado en la investigación
inicial de los efectos de componentes de la dieta al reali-
zarse en unas condiciones altamente controladas.
     El número de aplicaciones de cultivos celulares en la
investigación del cáncer de colon representa una propor-
ción importante del total de estudios metabolómicos. Las
células humanas de cáncer de colon investigadas pertene-
cen fundamentalmente a las líneas SW y HT. La diferen-
cia principal entre ambas líneas radica en las característi-
cas de diferenciación celular. De forma general, la línea
HT corresponde a células no diferenciadas, pudiendo
estimular dicha diferenciación a enterocitos si se cultivan
en ausencia de glucosa. Sin embargo, las células SW per-
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manecen inmaduras independientemente de las condicio-
nes de cultivo aplicadas. Existen diferencias también en
cuanto a la morfología y la disposición celular dentro del
cultivo. Ambos son modelos que se han utilizado desde
hace más de veinte años en investigación y, por tanto,
están bien establecidos y caracterizados (Chantret y col.,
1988).
     El primer estudio metabolómico en células de cáncer
de colon (Zimmermann y col., 2007) se orientó hacia la
caracterización detallada mediante huellas metabólicas
de dichas células. Se compararon dos líneas celulares de
cáncer de colon (SW-1116 y SW-480) con una sana
(NCM-460) mediante GC-TOF MS, observando altera-
ciones en el metabolismo de los glicerofosfolípidos, en el
metabolismo del ácido araquidónico, en la glucolisis y
gluconeogénesis.
     Los procesos por los que se lleva a cabo la diferencia-
ción celular en cáncer de colon presentan un gran interés
para la comunidad científica en la búsqueda y aplicación
de tratamientos quimioterapéuticos, puesto que la dife-
renciación celular provoca una mayor especialización de
las células y una menor invasividad. Uno de los tipos de
fármacos que actúan en este sentido son los inhibidores
de la histona desacetilasa (HDAC). En un estudio se
caracterizaron y compararon los distintos mecanismos de
acción de cuatro compuestos entre inhibidores (tricostati-
na A y butirato) y no inhibidores (ácido cáprico y capríli-
co) de la HDAC sobre células HT-29, observando dife-
rencias metabólicas en el consumo de la glucosa y el ciclo
TCA, entre otros mecanismos celulares (Alcarraz-Vizán
y col., 2010).
     Dada la complejidad del metaboloma y el gran dina-
mismo al que está sometido, es importante un diseño
óptimo de estos estudios como se ha comentado al princi-
pio de la sección 3. Una de las variables a tener en cuenta
es el momento en el que se realizan los análisis de los
metabolitos. En este sentido, Maddula y Baumbach
(2011) demostraron que es importante tener en cuenta la
fase del ciclo celular antes de la realización de análisis
metabólicos. Para ello, inhibieron la transición celular en
distintas fases del ciclo celular (G1/S y S) y observaron
que en dichas fases el metabolismo energético era muy
diferente. Mediante NMR determinaron que en la fase
G1/S las células utilizaban como fuente principal de ener-
gía la glucolisis mientras que los intermediarios de bio-
síntesis energética procedían de la glutaminolisis, al con-
trario que en el caso de las células en fase S que utilizaban
como fuente principal de energía la glutaminolisis y los
intermediarios procedían de la glucolisis. Otro aspecto
fundamental en el diseño del análisis del metaboloma es
la gran heterogeneidad cuali/cuantitativa del conjunto de
metabolitos, descrita al principio de la sección 3.
Teniendo en cuenta un aspecto fundamental en este senti-
do como es el tratamiento de la muestra, Simó y col.
(2011) compararon cuatro extracciones de metabolitos
ampliamente utilizadas en Metabolómica como son la
extracción en fase sólida (usando un sorbente C18 con-
vencional y otro, ABN, con una mayor capacidad de
extracción de moléculas polares), la precipitación de pro-
teínas con disolventes orgánicos (en este caso se usó
metanol) y, por último, ultrafiltración mediante el uso de
filtros de membrana de bajo peso molecular (en este tra-
bajo se utilizaron filtros de 3 kDa). Una vez llevado a
cabo el análisis metabolómico mediante CE-TOF MS de
los cuatro extractos purificados, se determinó que la com-
posición y cantidad de metabolitos detectados estaban
íntimamente relacionadas con el tratamiento de la mues-
tra y, por tanto, la elección del mismo condiciona los
resultados metabolómicos y conclusiones de manera
definitiva.
     Recientemente, otros investigadores han aprovecha-
do la facilidad de aplicación de ingredientes de la dieta a
cultivos celulares para establecer los efectos de la misma
siguiendo una aproximación Foodómica. Así, en un tra-
bajo de investigación, Fernández-Arroyo y col. (2012)
evaluaron los efectos de un extracto de aceite de oliva
sobre dos líneas celulares (HT-29 y SW-480). El objetivo
del estudio se basó en un análisis diana de los metabolitos
fenólicos producidos por las células tras el tratamiento
con dicho extracto mediante nanoLC-TOF MS. La oleou-
ropeína y la aglicona junto con sus derivados se presenta-
ron como posibles responsables de los efectos antiproli-
ferativos sobre las células de cáncer de colon. Siguiendo
con la determinación de los potenciales efectos antiproli-
ferativos de ingredientes alimentarios, en un estudio
reciente (Ibáñez y col., 2012b) se determinaron las dife-
rencias a nivel molecular en células de cáncer de colon
HT-29 cuya proliferación ya se había visto reducida tras
la aplicación de un extracto polifenólico procedente de
romero. Se analizaron los citosoles de dichas células
siguiendo una estrategia no dirigida, mediante la determi-
nación de la huella metabólica. Para ello se integraron los
resultados de tres plataformas analíticas complementa-
rias, concretamente CE-TOF MS, HILIC/UPLC-TOF
MS y RP/UPLC-TOF MS. Entre las diferencias metabó-
licas encontradas en las células tratadas, se identificó un
aumento de la relación entre el glutatión reducido y el
oxidado, y una alteración significativa en el contenido en
poliaminas y sus catabolitos. Con el fin de esclarecer
dichos efectos a nivel celular, en un estudio posterior
(Ibáñez y col., 2012a) se integraron los resultados fruto
de los análisis metabolómicos con estudios transcriptó-
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micos y proteómicos siguiendo una aproximación
Foodómica global. Se observó la alteración significativa
de 1308 genes, 17 proteínas y 65 metabolitos que fueron
identificados. Usando el software “Ingenuity Pathway
Analysis” se integraron las diferencias observadas en los
datos metabolómicos y transcriptómicos, observándose
alteración en el metabolismo del nitrógeno, el glutamato,
el glutatión, la arginina y la prolina, y del ciclo de la urea
y metabolismo de grupos amino.
4. CONCLUSIONES
     Como se puede apreciar en la presente revisión biblio-
gráfica, las técnicas ómicas han demostrado en los últi-
mos años su gran potencial y aplicabilidad en investiga-
ciones relacionadas con el cáncer de colon. En los artícu-
los recogidos en el presente trabajo se observa una aplica-
ción predominante en la búsqueda de nuevos biomarca-
dores que esclarezcan los procesos de progresión del
cáncer de colon así como las intervenciones dietéticas
para la prevención, promoción de la salud y recuperación
de la homeostasis. El gran reto actual de la comunidad
científica que se dedica a estudiar el efecto de los com-
puestos de la dieta a nivel molecular mediante diferentes
técnicas ómicas, radica en la integración de los resultados
obtenidos con estas nuevas tecnologías de manera efi-
ciente, idealmente siguiendo una aproximación
Foodómica. A largo plazo, esta integración promoverá la
prevención de patologías a través de la administración de
ingredientes beneficiosos de forma personalizada, mejo-
rará nuestro conocimiento sobre la seguridad y calidad de
los alimentos y ayudará a trasladar la identificación de
biomarcadores con utilidad clínica a la práctica diagnós-
tica de rutina.
5. AGRADECIMIENTOS
      CI y AV agradecen al MINECO las ayudas pre-doctorales
FPI.
6. REFERENCIAS
Ahmed, F. E. J. Environ. Sci. Health C. Environ.
Carcinog. Ecotoxicol. Rev. (2004), 22, 91-147.
Al-Shahrour, F., Minguez, P., Tárraga, J., Medina, I.,
Alloza, E., Montaner, D., Dopazo, J. Nucleic Acids
Res. (2007), 35, W91-W96.
Al-Shahrour, F., Minguez, P., Vaquerizas, J. M., Conde,
L., Dopazo, J. Nucleic Acids Res. (2005), 33, W460-
W464.
Alcarraz-Vizán, G., Boren, J., Lee, W. N. P., Cascante, M.
Metabolomics (2010), 6, 229-237.
Alvaro, A., Solà, R., Rosales, R., Ribalta, J., Anguera, A.,
Masana, L., Vallvé, J. C. IUBMB Life (2008), 60, 757-
764.
Araujo, J. R., Goncalves, P., Martel, F. Nutr. Res. (2011),
31, 77-87.
Aune, D., Chan, D. S. M., Lau, R.,Vieira, R., Greenwood,
D. C., Kampman, E., Norat, T., Cancer Cause Control
(2012), 23, 521-535.
Barczak, A., Rodriguez, M. W., Hanspers, K., Koth, L.
L., Tai, Y. C., Bolstad, B. M., Speed, T. P., Erle, D. J.
Genome Res. (2003), 13, 1775-1785.
Bennink, M. R. “Dietary soy reduces colon carcinogene-
sis in human and rats - Soy and colon cancer” en
Nutrition and cancer prevention: new insights into the
role of phytochemicals (American Institute for
Cancer Research Ed.) Springer, New York, EEUU
(2011), p.11-17. 
Bermúdez-Soto, M. J., Larrosa, M., Garcia-Cantalejo, J.
M., Espín, J. C., Tomás-Barberan, F. A., García-
Conesa, M. T. J. Nutr. Biochem. (2007), 18, 259-271.
Bertini, I., Cacciatore, S., Jensen, B. V., Schou, J. V.,
Johansen, J. S., Kruhoffer, M., Luchinat, C., Nielsen,
D. L., Turano, P. Cancer Res. (2012), 72, 356-364. 
Bertucci, F., Salas, S., Eysteries, S., Nasser, V., Finetti, P.,
Ginestier, C., Charafe-Jauffret, E., Loriod, B.,
Bachelart, L., Montfort, J., Victorero, G., Viret, F.,
Ollendorff, V., Fert, V., Giovaninni, M., Delpero, J.
R., Nguyen, C., Viens, P., Monges, G., Birnbaum, D.,
Houlgatte, R. Oncogene (2004), 23, 1377-1391.
Bobe, G., Murphy, G., Albert, P. S., Sansbury, L. B.,
Lanza, E., Schatzkin, A., Cross, A. J. Int. J. Cancer
(2012), 130, 1649-1659.
Brenner, S., Johnson, M., Bridgham, J., Golda, G., Lloyd, D. H.,
Johnson, D., Luo, S., McCurdy, S., Foy, M., Ewan, M., Roth,
R., George, D., Eletr, S., Albrecht, G., Vermaas, E., Williams,
S. R., Moon, K., Burcham, T., Pallas, M., DuBridge, R. B.,
Kirchner, J., Fearon, K., Mao, J., Corcoran, K. Nat.
Biotechnol.(2000), 18, 630-634.
Bu, Q., Huang, Y. N., Yan, G. Y., Cen, X. B., Zhao, Y. L.
Comb. Chem. High T. Scr. (2012), 15, 266-275.
Burton, G. R., McGehee, R. E. Jr. Nutrition (2004), 20,
109-114.
Cai, F., Dupertuis, Y. M., Pichard, C. Curr. Opin. Clin.
Nutr. (2012), 15, 99-106.
Cardoso, J., Boer, J., Morreau, H., Fodde, R. Biochim.
Biophys. Acta (2007), 1775, 103-137.
Cellini, F., Chesson, A., Colquhoun, I., Constable, A.,
Davies, H. V., Engel, K. H., Gatehouse, A. M. R.,
Kärenlampi, S., Kok, E. J., Lengay, J. J., Lehesranta,
S., Noteborn, H. P. J. M., Pedersen, J., Smith, M.
Food Chem. Toxicol. (2004), 42, 1089-1125.
ARTÍCULOS
65
Chae, Y. K., Kang, W. Y., Kim, S. H., Joo, J. E., Han, J. K.,
Hong B. W. Korean Chem. Soc. (2010), 31, 379-383.
Chan, E. C., Koh, P. K., Mal, M., Cheah, P. Y., Eu K. W.,
Backshall, A., Cavill, R., Nicholson, J. K., Keun, H.
C. J. Proteome Res. (2009), 8, 352-361.
Chantret, I., Barbat, A., Dussaulx, E., Brattain, M. G.,
Zweibaum A. Cancer Res. (1988), 48, 1936-1942.
Chen, G. C., Pang, Z., Liu, Q. F. Eur. J. Clin. Nutr. (2012),
66, 1182-1186.
Cheng, Y., Xie, G., Chen, T., Qiu, Y., Zou, X., Zheng, M.,
Tan, B., Feng, B., Dong, T., He, P., Zhao, L., Zhao, A.,
Xu, L. X., Zhang, Y., Jia, W. J. Proteome Res. (2012),
3, 1354-1363.
Chu, L., Scharf, E., Kondo, T. Genome Inform. (2001),
12, 227-229.
Churchill, G. A. Nat. Genet. (2002), 32, 490-495.
Cifuentes, A. J. Chromatogr. A (2009), 1216, 7109.
Dahlquist, K. D., Salomonis, N., Vranizan, K., Lawlor, S.
C., Conklin, B. R. Nat. Genet. (2002), 31, 19-20.
Davis, V. W., Bathe, O. F., Schiller, D. E., Slupsky, C. M.,
Sawyer, M. B. J. Surg. Oncol. (2011), 103, 451-459.
Denkert, C., Budczies, J., Weichert, W., Wohlgemuth, G.,
Scholz, M., Kind, T., Niesporek, S., Noske, A.,
Buckendahl, A., Dietel, M., Fiehn, O. Mol. Cancer
(2008), 18, 7-72.
Dombkowski, A. A., Thibodeau, B. J., Starcevic, S. L.,
Novak, R. F. FEBS Lett. (2004), 560, 120-124.
Duggan, D. J., Bittner, M., Chen, Y., Meltzer, P., Trent, J.
M. Nat. Genet. (1999), 21, 10-14.
Egan, A. N., Schlueter, J., Spooner, D. M. Am. J. Bot.
(2012), 99, 175-185.
Feng, B., Yue, F., Zheng, M. H., “Urinary markers in
colorectal cancer” en Advances In Clinical Chemistry
(G. S. Makowski Ed), Academic Press, Farmington,
EEUU (2009), p. 45-57.
Fernández-Arroyo, S., Gómez-Martínez, A., Rocamora-
Reverte, L., Quirantes-Piné, R., Segura-Carretero, A.,
Fernández-Gutiérrez, A., Ferragut, J. A. J. Pharmaceut.
Biomed. (2012), 63, 128-134.
Fiehn, O. Plant Mol. Biol. (2002), 48, 155-171. 
Gaj, S., Eijssen, L., Mensink, R. P., Evelo, C. T. Genes
Nutr. (2008), 3, 153-157.
García-Cañas, V., Simó, C., Herrero, M., Ibáñez, E.,
Cifuentes A. Anal. Chem. (2012), 84, 10150–10159.
García-Cañas, V., Simó, C., León, C., Cifuentes, A.
J. Pharm. Biomed. (2010), 51, 290-304.
Gerber, M. Brit. J. Nutr. (2012), 107, S228-S239.
Gibney, M. J., Walsh, M., Brennan, L., Roche, H. M.,
German, B., van Ommen, B. Am. J. Clin. Nutr.
(2005), 82, 497-503.
González-Sarrías, A., Espín, J. C., Tomás-Barberán, F.
A., García-Conesa, M. T. Mol. Nutr. Food Res.
(2009), 53, 686-698.
Gorham, E. D., Garland, C. F., Garland, F. C., Grant, W.
B., Mohr, S. B., Lipkin, M., Newmark, H. L.,
Giovannucci, E., Wei, M., Holick, M. F. J. Steroid.
Biochem. (2005), 97, 179-194.
Gunderson, K. L., Kruglyak, S., Graige, M. S., Garcia, F.,
Kermani, B. G., Zhao, C., Che, D., Dickinson, T.,
Wickham, E., Bierle, J., Doucet, D., Milewski, M.,
Yang, R., Siegmund, C., Haas, J., Zhou, L., Oliphant,
A., Fan, J. B., Barnard, S., Chee, M. S. Genome Res.
(2004), 14, 870-877.
Hansen, L., Skeie, G., Landberg, R., Lund, E., Palmqvist,
R., Johansson, I., Dragsted, L. O., Egeberg, R.,
Johnsen, N. F., Christensen, J., Overvad, K.,
Tjonneland, A., Olsen, A. Int. J. Cancer (2012), 131,
469-478.
Hawkins, R. D., Hon, G. C., Ren, B. Nat. Rev. Genet.
(2010), 11, 476-486.
Hartmann, M., Baumbach, J., Nolte, J., Moyer, M.,
Zimmermann, D. Ann. Oncol. (2006), 17, 36-36.
Herrero, M., García-Cañas, V., Simó, C., Cifuentes, A.
Electrophoresis (2010), 31, 205-228.
Herrero, M., Simó, C., García-Cañas, V., Ibáñez, E.,
Cifuentes, A. Mass Spectrom. Rev. (2011), DOI:
10.1002/mas.
Hirayama, A., Kami, K., Sugimoto, M., Sugawara, M.,
Toki, N., Onozuka, H., Kinoshita, T., Saito, N.,
Ochiai, A., Tomita, M., Esumi, H., Soga, T. Cancer
Res. (2009), 1, 4918-4925.
Hughes, T. R., Mao, M., Jones, A. R., Burchard, J.,
Marton, M. J., Shannon, K. W., Lefkowitz, S. M.,
Ziman, M., Schelter, J. M., Meyer, M. R., Kobayashi,
S., Davis, C., Dai, H., He, Y. D., Stephaniants, S. B.,
Cavet, G., Walker, W. L., West, A., Coffey, E.,
Shoemaker, D. D., Stoughton, R., Blanchard, A. P.,
Friend, S. H., Linsley, P. S. Nat. Biotechnol. (2001),
19, 342-347.
Ibáñez, C., Valdés, A., García-Cañas, V., Simó, C.,
Celebier, M., Rocamora-Reverte, L., Gómez-Martínez,
A., Herrero, M., Castro-Puyana, M., Segura-Carretero,
A., Ibáñez, E., Ferragut, J. A., Cifuentes, A.
J. Chromatogr. A (2012a), 1248, 139-153.
Ibáñez, C., Simó, C., García-Cañas, V., Gómez-Martínez
A., Ferragut, J. A., Cifuentes, A. Electrophoresis
(2012b), 33, 2328-2336.
Johnson, J. J. Cancer Lett. (2011), 305, 1–7.
Jones, D. P., Park, Y., Ziegler, T. R. Annu Rev Nutr.
(2012), 32, 183-202.
Key, T. J., Appleby, P. N., Masset, G., Brunner, E. J.,
Cade, J. E., Greenwood, D. C., Stephen, A. M., Kuh,
D., Bhaniani, A., Powell, N., Khaw, K. T. Int. J.
Cancer (2012), 131, E320-E325.
Kim, Y. S., Maruvada, P., Milner, J. A. Future Oncol.
(2008), 4, 93-102.
Cromatografía y Técnicas Afines
Compuestos de la dieta y su efecto en cáncer de colon: Evaluación
Foodómica mediante técnicas de Transcriptómica y Metabolómica. 
66
King, A. A., Shaughnessy, D. T., Mure, K., Leszczynska,
J., Ward, W. O., Umbach, D. M., Xu, Z., Ducharme,
D., Taylor, J. A., Demarini, D. M., Klein, C. B. Mutat.
Res. (2007), 616, 60-69.
Kondo, Y., Nishiumi, S., Shinohara, M., Hatano, N.,
Ikeda, A., Yoshie, T., Kobayashi, T., Shiomi, Y., Irino,
Y., Takenawa, T., Azuma, T., Yoshida, M. Biomark
Med. (2011), 5, 451-460. 
Lee, S. H., Yamaguchi, K., Kim, J. S., Eling, T. E., Safe,
S., Park, Y., Baek, S. J. Carcinogenesis (2006), 27,
972-981.
Leichtle, A. B., Nuoffer, J. M., Ceglarek, U., Kase, J.,
Conrad, T., Witzigmann, H., Thiery, J., Fiedler, G. M.
Metabolomics (2012), 8, 643-653.
Lipshutz, R. J., Fodor, S. P., Gingeras, T. R., Lockhart, D.
J. Nat. Genet. (1999), 21, 20–24.
Llorach, R., Garcia-Aloy, M., Tulipani, S., Vazquez-
Fresno, R., Andres-Lacueva, C. J. Agr. Food Chem.
(2012), 60, 8797-8808.
Ludwig, C., Ward, D. G., Martin, A., Viant, M. R., Ismail,
T., Johnson, P. J., Wakelam, M. J., Günther, U. L.
Magn. Reson. Chem. (2009), 47, S68-S73.
Lunec, J., Halligan, E., Mistry, N., Karakoula, K. Ann. N.
Y. Acad. Sci. (2004), 1031, 169-183.
Ma, Y. L., Liu, W. J., Peng, J. Y., Zhang, P., Chen, H. Q.,
Qin, H. L. Zhonghua Wei Chang Wai Ke Za Zhi.
(2009a), 12, 386-390.
Ma, Y. L., Qin, H. L., Liu, W. J., Peng, J. Y., Huang, L.,
Zhao, X. P., Cheng, Y. Dig Dis Sci. (2009b), 54, 2655-
2662.
Ma, Y. L., Liu, W. J., Peng, J. Y., Huang, L., Zhang, P.,
Zhao, X. P., Chen, Y., Qin, H. L. Mol. Biol. Rep.
(2010), 37, 1403-1411.
Maddula, S., Baumbach, J. J. Metabolomics (2011), 7,
509-523.
Maitra, R. D., Kim, J., Dunbar, W. B. Electrophoresis
(2012), DOI: 10.1002/elps.201200272.
Mal, M., Koh, P. K., Cheah, P. Y., Chan, E. C. Y. Anal.
Bioanal. Chem. (2012), 403, 483-493.
Mardis, E. R. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. (2008),
9, 387-402.
Mardis, E. R., Wilson, R. K. Hum. Mol. Genet. (2009),
18, R163-R168.
Mariadason, J. M., Corner, G. A., Augenlicht, L. H.
Cancer Res. (2000), 60, 4561-4572.
Markuszewski, M. J., Struck, W., Waszczuk-Jankowska,
M., Kaliszan, R. Electrophoresis (2010), 31, 2300-
2310.
McLoughlin, P., Roengvoraphoj, M., Gissel, C.,
Hescheler, J., Certa, U., Sachinidis, A. Genes Cells
(2004), 9, 661-669.
Metzker, M. L. Nat. Rev. Genet. (2010), 11, 31-46.
Monleón, D., Morales, J. M., Barrasa, A., López, J. A.,
Vázquez, C., Celda, B. NMR Biomed. (2009), 22,
342-348.
Morozova, O., Marra, M. A. Genomics (2008), 92, 255-
264.
Murtaza, I., Marra, G., Schlapbach, R., Patrignani, A.,
Künzli, M., Wagner, U., Sabates, J., Dutt, A.
Biotechnol. Appl. Biochem. (2006), 45, 29-36.
Nagrath, D., Caneba, C., Karedath, T., Bellance, N. BBA-
Bioenergetics (2011), 1807, 650-663.
Nambiar, P. R., Boutin, S. R., Raja, R., Rosenberg, D. W.
Vet. Pathol. (2005), 42, 735-752.
Nambiar, P. R., Gupta, R. R., Misra, V. Mutat. Res.
(2010), 693, 3-18.
Narayanan, B. A., Narayanan, N. K., Simi, B., Reddy, B.
S. Cancer Res. (2003), 63, 972-979.
Ng, D. J. Y., Pasikanti, K. K., Chan, E. C. Y.
Metabolomics (2011), 7, 155-178.
Nicholson, J. K., Lindon, J. C., Holmes, E. Xenobiotica
(1999), 29, 1181-1189.
Niculescu, M. D., Pop, E. A., Fischer, L. M., Zeisel, S. H.
J. Nutr. Biochem. (2007), 18, 380-390.
Nishiumi, S., Kobayashi, T., Ikeda, A., Tomoo, Y.,
Megumi, K., Yoshihiro I., Tatsuya, O., Nobuhide, H.,
Seiji, K., Tadaomi, T., Takeshi, A., Masaru, Y. PLoS
ONE (2012), 7, e40459.
Noé, V., Peñuelas, S., Lamuela-Raventós, R. M.,
Permanyer, J., Ciudad, C. J., Izquierdo-Pulido, M.
J. Nutr. (2004), 134, 2509-2516.
O’Connell, T. M., Bioanalysis (2012), 4, 431-451.
Okoniewski, M. J., Miller, C. J. BMC Bioinformatics
(2006), 7, 276.
Oleaga, C., Ciudad, C. J., Noé, V., Izquierdo-Pulido, M.
Oxid. Med. Cell Longev. (2012), DOI: 10.1155/
2012/390385.
Pellis, L., Dommels, Y., Venema, D., Polanen, A., Lips,
E., Baykus, H., Kok, F., Kampman, E., Keijer, J. Br. J.
Nutr. (2008), 99, 703-708.
Pool-Zobel, B. L., Selvaraju, V., Sauer, J., Kautenburger,
T., Kiefer, J., Richter, K. K., Soom, M., Wölfl,
S. Carcinogenesis (2005), 26, 1064-1076.
Putaala, H., Mäkivuokko, H., Tiihonen, K., Rautonen, N.
Mol. Cell Biochem. (2011), 357, 235-245.
Ramakrishnan, R., Bao, P., Müller, U. R. “High
Sensitivity Expression Proﬁling” en Microarray
Technology and Its Applications (U.R. Müller et al.
Eds.) Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg (2005), pp.
229–244.
Qiu, Y., Cai, G., Su, M., Chen, T., Liu, Y., Xu, Y., Ni, Y.,
Zhao, A., Cai, S., Xu, L. X., Jia, W. J Proteome Res.
(2010), 9, 1627-1634.
Rao, A., Janezic, S., Nutr. Cancer (1992), 18, 43-52.
ARTÍCULOS
